Prediction of the Effect of Amino Acid Substitutions on the Secondary Structure of Proteins by Kadlec, Miroslav
VYSOKE´ UCˇENI´ TECHNICKE´ V BRNEˇ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA INFORMACˇNI´CH TECHNOLOGII´
U´STAV INFORMACˇNI´CH SYSTE´MU˚
FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF INFORMATION SYSTEMS
PREDIKCE VLIVU AMINOKYSELINOVY´CH MUTACI´
NA SEKUNDA´RNI´ STRUKTURU PROTEINU˚
BAKALA´RˇSKA´ PRA´CE
BACHELOR’S THESIS
AUTOR PRA´CE MIROSLAV KADLEC
AUTHOR
BRNO 2013
VYSOKE´ UCˇENI´ TECHNICKE´ V BRNEˇ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA INFORMACˇNI´CH TECHNOLOGII´
U´STAV INFORMACˇNI´CH SYSTE´MU˚
FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF INFORMATION SYSTEMS
PREDIKCE VLIVU AMINOKYSELINOVY´CH MUTACI´
NA SEKUNDA´RNI´ STRUKTURU PROTEINU˚
PREDICTION OF THE EFFECT OF AMINO ACID SUBSTITUTIONS ON THE SECONDARY
STRUCTURE OF PROTEINS
BAKALA´RˇSKA´ PRA´CE
BACHELOR’S THESIS
AUTOR PRA´CE MIROSLAV KADLEC
AUTHOR
VEDOUCI´ PRA´CE Ing. JAROSLAV BENDL
SUPERVISOR
BRNO 2013
Abstrakt
Tato práce se zabývá aminokyselinovými mutacemi a jejich vlivem na sekundární strukturu
proteinů. Hlavním cílem je dokázat hypotézu, že ačkoliv během evoluce dochází poměrně
často ke změnám v primární struktuře bílkovin, sekundární struktura je vůči nim do jisté
míry odolná. Elementy sekundární struktury pak zůstávájí téměř nezměněny i po prove-
dení relativně velkého počtu mutací. Tato hypotéza byla ověřována prostřednictvím vy-
tvořeného simulátoru evoluce, který pracuje s libovolnou substituční maticí a integruje dva
existující predikční nástroje: PSIPRED pro předpovídání sekundární struktury a PhD-SNP
pro předpovídání škodlivosti konkrétních aminokyselinových mutací. Výsledky simulačních
experimentů jsou graficky znázorněny a je diskutován jejich význam v souvislosti s výše
zmíněnou hypotézu.
Abstract
This thesis is focused on amino acid substitutions and their impact on protein secondary
structure. The main aim is to prove, that although the protein sequence is frequently mu-
tated during the evolution, protein secondary structure is more robust against changes. In
this case, the elements of protein secondary structure stay almost unchanged although a
significant number of substitutions is observed. The proof of this hypothesis was obtained
by developed simulator of evolution which employs two well-estabilished predicting tools:
PSIPRED for prediction of protein secondary structure and PhD-SNP for prediction of the
effect of amino acid substitution on protein function. The results of the experiments are
provided as graphs and their meainings is discussed.
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Kapitola 1
Úvod
Proteiny jsou základní podstatou všech živých organismů a plní v nich různé funkce. V pro-
teinech může docházet k mutacím jednotlivých aminokyselin, z nichž jsou bílkoviny složeny.
Tyto náhodné mutace jsou základním jevem umožňujícím biologickou evoluci a tím i diver-
zifikaci života na Zemi.
Aminokyselinové mutace mohou, ale také nemusejí, mít dopad na sekundární a terciární
strukturu proteinu. Se změnami sekundární struktury proteinu se mění i jeho fyzikální a
chemické vlastnosti, což může mít vliv na schopnost proteinu plnit danou funkci. Obecně
je přijímán názor, že v průběhu evoluce dochází poměrně často k mutacím jednotlivých
aminokyselin, zatímco prvky sekundární struktury jsou vůči náhodným mutacím odolné.
Tato práce si klade za cíl zmíněný názor potvrdit a přinést kvantitativní výsledky pro
proteiny z různých rodin, datasetů a s různou mírou ignorování škodlivých mutací.
Druhá kapitola obsahuje teoretický úvod do problematiky proteinů, shrnutí jejich vlast-
nostní a funkcí a popis struktur, které u proteinů rozlišujeme. Více rozvedena je sekundární
struktura a její predikce. Jsou zmíněny metriky Q3 a SOV, které slouží k hodnocení úspěš-
nosti predikce. V závěru kapitoly se věnuji predikčnímu nástroji PSIPRED, který jsem
využíval v praktické části bakalářské práce.
Třetí kapitola je věnována aminokyselinovým mutacím. Na úvod je definován pojem
aminokyselinová mutace, jsou vysvětleny její příčiny, princip a význam pro život na Zemi.
Dále jsou popsány substituční matice, které obsahují hodnoty vyjadřující pravděpodob-
nosti, že k jednotlivým mutacím dojde. Důkladněji je popsána matice PAM 120, kterou
jsem využíval pro určování substitucí při simulaci evoluce. Je zde také uveden postup,
jak tuto matici vypočítat ze základní substituční matice PAM 1. Závěr kapitoly je věnován
škodlivosti mutací. Jsou vysvětleny pojmy škodlivá a neutrální mutace a představen nástroj
PhD-SNP, který se používá k určování škodlivosti mutací.
Ve čtvrté kapitole je popsán návrh aplikace, která byla v rámci této práce vytvořena,
a která slouží k simulaci evoluce. Je zde rozepsán mutační protokol skládající se z několika
mutačních kroků. Jsou uvedeny úkony prováděné v každém z těchto kroků. Je také popsán
způsob určení ideálního počtu mutačních kroků. V závěru jsou popsány datasety RS126 a
CB513, s nimiž byly simulační experimenty prováděny.
Pátá kapitola je věnována implementaci aplikace. Je zde stručně popsán její základní
algoritmus, vstupní data a parametry, které program přijímá. Také je zde uveden způsob,
jakým aplikace spolupracuje s nástroji PSIPRED a PhD-SNP.
V šesté kapitole jsou popsány provedené experimenty a zároveň jsou graficky prezento-
vány jejich výsledky. Následuje zhodnocení těchto výsledků a diskuze, do jaké míry odpo-
vídají experimenty získaná zjištění obecně přijímaným hypotézám.
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Celkové shrnutí a nejdůležitější poznatky jsou uvedeny v závěru práce.
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Kapitola 2
Proteiny
Bílkoviny, odborně proteiny, patří mezi biomakromolekuly. Je jimi tvořena podstatná část
buněk všech živých organismů a v tělech živočichů plní různé funkce, mezi nimiž převládá
funkce stavební. V tkáních vyšších organismů, tedy i člověka, tvoří proteiny 80% podíl ze
všech přítomných organických látek. Těla rostlin obsahují více polysacharidů, podíl bílkovin
je v nich tedy nižší. Právě rostliny však dokážou vytvářet proteiny z anorganických látek.
Živočichové musejí přijímat bílkoviny v potravě, štěpit je na aminokyseliny a následně z nich
jiné bílkoviny skládat.
Proteiny se skládají z aminokyselin spojených do řetězců peptidovými vazbami. Pů-
sobením různých dalších sil se tyto řetězce formují do trojrozměrného tvaru, tzv. foldu.
V proteinech se rozlišují jejich struktury. Ty jsou označeny podle stupně složitosti jako pri-
mární až terciární, v některých případech až kvartérní. Tvar těchto struktur udává fyzikální
a chemické vlastnosti daného proteinu a tím i jeho funkci.
Studium proteinů a biomakromolekul obecně je jedním z hlavních úkolů bioinforma-
tiky. V této oblasti se bioinformatika zabývá zejména zkoumáním struktur proteinů, jejich
vlastností a funkcí. Existují různé programy, které na základě známé primární struktury
proteinu předpovídají sekundární a terciární strukturu. Ve své práci zkoumám, jak se bude
sekundární struktura měnit v případě, že bude docházet k náhodným mutacím jednotlivých
aminokyselin.
2.1 Úvod k proteinům
Proteiny tvoří látkový základ všech živých organismů. Podle složení je můžeme dělit na
jednoduché, které se skládají pouze z aminokyselinových zbytků, a složené, které obsahují
navíc nebílkovinnou složku. Typy proteinů s konkrétními příklady jsou shrnuty v tabulce
na obrázku 2.1.
Typ proteinu Neproteinová složka Příklad
jednoduchý protein není serumalbumin
glykoprotein sacharid imunoglobuliny
nukleoprotein nukleová kyselina chromozomy
metaloprotein iont kovu hemoglobin
lipoprotein lipid chylomikrony - (transportní forma tuků z potravy)
Obrázek 2.1: Rozdělení proteinů podle složení [33]
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Podle biologických funkcí dělíme proteiny na [34]:
 stavební a strukturní (např. kolagen, elastin),
 transportní a skladovací (např. hemoglobin),
 katalytické, řídící a regulační (např. enzymy, hormony),
 zajišťující pohyb (např. aktin, myosin),
 ochranné a obranné (např. imunoglobulin, fibrinogen).
Stavebními jednotkami proteinů jsou aminokyseliny (běžně se zkráceně uvádí AK). Jako
aminokyseliny jsou označovány sloučeniny, které obsahují karboxylovou skupinu (-COOH)
a funkční aminovou skupinu (-NH2). V molekulární biologii se pojmem aminokyselina ob-
vykle označují proteinogenní aminokyseliny1. V bílkovinách se jich běžně vyskytuje 20 a
jsou z nich vystavěny molekuly všech proteinů na Zemi [33]. Tyto proteinogenní aminokyse-
liny (dále jen aminokyseliny) mají aminovou skupinu v poloze α vůči karboxylové skupině.
To znamená, že jsou obě skupiny navázány na stejném atomu uhlíku. Jednotlivé amino-
kyseliny se od sebe navzájem odlišují postranním řetězcem R. Na obrázku 2.2 je uveden
obecný vzorec a konkrétní příklad aminokyseliny. Podle typu R řetězce a podle chemických
vlastností můžeme aminokyseliny zjednodušeně rozdělit na:
 hydrofobní, nepolární - nejsou solubilní (rozpustné), obvykle mají tendenci směřo-
vat dovnitř molekuly (alanin, leucin, isoleucin, valin, prolin, fenylalanin, tryptofan a
methionin),
 hydrofilní, polární - jsou solubilní, nachází se obvykle na povrchu molekul,
– neutrální (glycin, serin, threonin, tyrosin, asparagin, glutamin, cystein),
– bazické (lysin, arginin a histidin),
– kyselé (kyselina asparagová a kyselina glutamová).
Obrázek 2.2: Obecný vzorec aminokyseliny (a) a konkrétní příklad alaninu (b). U konkrétní aminokyseliny
je řetězec R nahrazen specifickým postranním řetězcem.
1Aminokyseliny tvořící proteiny. Až na několik výjimek pouze z těchto aminokyselin mohou být při
translaci skládány proteiny [18]
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2.1.1 Vznik proteinů
Spojením dvou aminokyselin vzniká dipeptid. Při tomto jevu reaguje karboxylová skupina
jedné aminokyseliny s aminoskupinou druhé a vzniká mezi nimi tzv. peptidová vazba. Při
spojení většího počtu aminokyselin vzniká polypeptid. Polypeptidy obsahující více než sto
reziduí se běžně označují jako proteiny.
V tělech živočichů se volné aminokyseliny získávají štěpením bílkovin přijímaných v po-
travě. Následné spojování aminokyselin do nových proteinů podle daného předpisu je zá-
kladem procesu zvaného proteosyntéza.
Nejprve v buněčném jádře dojde k tzv. transkripci. Při ní se podle genetické infor-
mace kódované v DNA (deoxyribonukleová kyselina) vytváří vlákno mRNA (mediátrová
ribonukleová kyselina). Nejprve se „rozplete” dvoušroubovice DNA, čímž se vytvoří jed-
noduché vlákno. Toto vlákno je složené z nukleotidů a každý nukleotid obsahuje jednu
ze čtyř dusíkatých bází (adenin, uracil, cytosin a guanin). Tři po sobě jdoucí nukleotidy
tvoří triplet (kodon), který jednoznačně určuje konkrétní aminokyselinu. Proces transkripce
umožňuje enzym RNA polymeráza, který se naváže na začátek vlákna DNA a začne na
jednotlivé nukleotidy navazovat komplementární nukleotidy mRNA. Po „přepsání” celého
vlákna DNA do mRNA se vzniklé vlákno odpojí a putuje k ribozomu, kde dochází k jevu
zvanému translace.
Během translace je předpis pro nový protein uložen ve vláknu mRNA. Po rozpoznání
tzv. startovního kodonu proces translace začíná. Jednotlivé aminokyseliny jsou navázány
na transportní struktury tRNA a jsou jimi dopraveny k vláknu mRNA. Struktura tRNA
také obsahuje nukleotidy, z nichž tři tvoří tzv. antikodon. Antikodony vytváří dočasné
vazby s kodony v mRNA, čímž jsou po sobě jdoucí aminokyseliny přesouvány do vzájemné
blízkosti a mohou mezi nimi vzniknout peptidové vazby. Po přečtení terminačního kodonu
je translace ukončena. Proces je znázorněn na obrázku 2.3.
Obrázek 2.3: Průběh translace. Antikodony v tRNA (znázorněny zeleně) se párují s kodony mRNA
(znázorněny modře). tRNA nese aminokyselinu, která je ke stávajícímu řetězci připojena peptidovou
vazbou.
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2.2 Struktury proteinů
Mezi aminokyselinami v proteinech působí kromě peptidových vazeb různé další síly, na-
příklad kovalentní vazby, vodíkové můstky a Van der Waalsovy síly. Působením těchto sil
se většina proteinů formuje do unikátního trojrozměrného uspořádání, tzv. foldu. Některé
bílkoviny se dokážou zformovat samy, tedy jen působením chemických vlastností. Většina
však vyžaduje asistenci speciálních proteinů zvaných chaperony. V proteinech se rozlišují
následující struktury [21]:
 primární struktura (aminokyselinová sekvence),
 sekundární (výskyt opakujících se trojrozměrných útvarů),
 terciární (tvar celého proteinu),
 kvartérní (uspořádání několika molekul proteinů).
Primární struktura je dána přesným pořadím aminokyselin v peptidovém řetězci. Primární
struktura přímo ovlivňuje strukturu sekundární a tedy i vlastnosti a funkci proteinu. Stan-
dardně se zapisuje jako řetězec znaků od N-konce k C-konci. Takto zapsaná posloupnost
aminokyselin může být typicky vstupem programů pro predikci výskytu elementů sekun-
dární struktury.
2.2.1 Sekundární struktura
Sekundární struktura je tvořena opakujícími se trojrozměrnými elementy, do nichž se řetě-
zec aminokyselin formuje. Geometrie peptidového řetězce je definována pomocí tzv. torzních
úhlů. Tři hlavní torzní úhly peptidového řetězce jsou φ, ψ a ω. Peptidová vazba je tzv. pla-
nární; to znamená, že úhel ω nabývá pouze hodnot 0° a 180°. Hodnoty zbylých dvou úhlů
udávají vzájemné natočení jednotlivých aminokyselin a určují výskyt elementů sekundární
struktury. Závislost výskytu těchto vzorů na kombinacích hodnot torzních úhlů shrnuje
Ramachandranův diagram (obrázek 2.4a). Tři základní útvary jsou α-helix, β-sheet a ná-
hodná smyčka (angl. random coil). Tyto elementy jsou stabilizovány vodíkovými můstky.
Tyto vazby vznikají při navázání vodíku k elektronegativnímu prvku (zpravidla kyslíku či
dusíku), čímž dojde ke značnému odhalení atomového jádra vodíku, tedy kladně nabitého
protonu. Odborně se tomuto jevu říká odčerpání elektronové hustoty od atomu. Vzniklý
parciální náboj může poutat nevazebné elektrony okolních atomů.
α-helix je schematicky znázorněn na obrázku 2.4b. Má tvar pravotočivé šroubovice s dél-
kou obvykle 5–20 aminokyselin Průměrná délka α-helixu je 12 reziduí, existují však případy
šroubovic delších než 50 aminokyselin [23]. Jeden závit šroubovice je tvořen 3,6 aminoky-
selinami a jeho výška je 0,54 nanometru. Torzní úhly v α-helixu nabývají přibližně hodnot
φ = -57° a ψ = -47° [2]. Struktura drží pohromadě díky vodíkovým můstkům, které vzni-
kají mezi jednotlivými „patry” šroubovice, konkrétně mezi C=O skupinou a N-H skupinou.
Typickými příklady aminokyselin tvořích α-helixy jsou alanin, kyselina glutamová a leucin.
Druhým elementem sekundární struktury je β-sheet (obrázek 2.4c). Je tvořen dvěma
nebo více rovnoběžnými vlákny spojenými vodíkovými můstky mezi C=O a N-H skupi-
nami. Výsledný tvar se pak podobá složenému listu. Mají-li tato vlákna stejný směr, jde
o paralelní β-sheet, v případě opačného směru se hovoří o antiparalelním β-sheetu. Obecně
lze říci, že antiparalelní β-sheety jsou nepatrně stabilnější, protože C=O a N-H skupiny
jsou orientovány přesně naproti sobě a vzniklé vodíkové můstky jsou tedy kratší. Zvláštním
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případem antiparalelního β-sheetu je útvar tvořený jedním vláknem, které prochází otočkou
a pokračuje původním směrem s opačnou orientací. Tato otočka se označuje jako β-turn
a zpravidla se nachází na povrchu molekuly proteinu. Přibližné hodnoty torzních úhlů pro
β-sheet jsou φ = -130° a ψ = 125° [25]. Typickými příklady aminokyselin tvořících β-turn
jsou prolin a glycin.
Jako náhodné smyčky (angl. random coil) jsou označovány všechny ostatní části pro-
teinu, ve kterých se nenachází α-helix ani-β sheet.
Obrázek 2.4: Ramachandranův diagram (a). Kombinace úhlů φ a ψ, které odpovídají α-helixu a β-sheetu
jsou označeny písmeny α a β. Schematický nákres α-helixu (b). Schematický nákres β-sheetu (c) [21].
2.2.2 Terciární a kvartérní struktura
Terciární struktura je formována sbalením elementů sekundární struktury do kompaktních
jednotek zvaných proteinové domény. Celý protein pak může odpovídat jedné nebo více
doménám. Podle terciární struktury rozlišujeme tři základní proteinové třídy [11]:
 globulární proteiny - molekuly mají kulovitý tvar, většina globulárních proteinů je
rozpustná a funguje jako enzymy,
 fibrilární proteiny - molekuly mají protáhlý tvar, většinou plní stavební a strukturální
funkci,
 membránové proteiny - většinou slouží jako receptory nebo tvoří kanály, skrz které
mohou polární molekuly procházet buněčnými membránami.
Kvartérní struktura je tvořena několika bílkovinnými molekulami zvanými podjednotky.
Tyto podjednotky společně tvoří jednu funkční bílkovinu. Kvartérní strukturu lze sledovat
jen u některých složitějších proteinů, např. u DNA nebo fibrilárního kolagenu.
2.3 Predikce sekundární struktury proteinu
Proteiny je možné roztřídit do skupin zvaných proteinové rodiny. Zástupci z jedné rodiny
proteinů obvykle sdílejí fyzikální a chemické vlastnosti a plní také obdobnou funkci. Pro
některé rodiny existují typické vzory uspořádání elementů sekundární struktury. Znalost
sekundární struktury proteinu tedy může pomoci při predikci jeho příslušnosti k některé
z rodin a následně i při předpovídání jeho přibližné funkce. Schopnost určit sekundární
strukturu proteinu má tedy velký význam.
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Sekundární strukturu je možné určit experimentálně. Jednou z nejrozšířenějších metod
je rentgenová strukturní analýza, neboli rentgenová krystalografie. Při ní je krystal proteinu
ozařován monochromatickým rentgenovým zářením a funguje jako mřížka. Při průchodu
záření molekulou dochází k difrakci a podle poloh a intenzit interferenčních obrazů na
stínítku je možné určit rozložení atomů v prostoru. Celý proces je však velmi nákladný a
zpracování obrazců na stínítku vyžaduje zhodnocení člověkem. Navíc je nutné získat krystal
proteinu, což je také náročné a drahé [19][24].
Náročnost a nákladnost rentgenové krystalografie byly jedním z důvodů, proč se pre-
dikce sekundární struktury proteinů stala jedním z hlavních témat, jimiž se bioinformatika
v oblasti zkoumání struktury proteinů zabývá. Predikční nástroje mají zpravidla za úkol
podle předaného řetězce aminokyselin odhadnout, ve kterém z elementů sekundární struk-
tury se jednotlivé aminokyseliny nacházejí.
2.3.1 Hodnocení úspěšnosti predikce
Pro hodnocení úspěšnosti predikce se používají metriky Q3 a SOV.
Metrika Q3 určuje poměr počtu aminokyselin se správně predikovanou sekundární struk-
turou vůči celkovému počtu aminokyselin. Předpokládá výskyt aminokyseliny v jednom
ze stavů α-helix, β-sheet, coil. Předpoví-li pak predikční metoda pro danou aminokyselinu
stav shodný se stavem zjištěným experimentálně, počítá se tato aminokyselina jako správně
předpovězená. Metrika Q3 se počítá podle vzorce:
Q3 =
∑
i∈{H,E,C} spra´vneˇ prˇedpoveˇzena´ rezidua ve stavu i∑
i∈{H,E,C} vsˇechna rezidua ve stavu i
, (2.1)
kde stav aminokyseliny je vyjádřen hodnotou i (H = α-helix, E = β-sheet, C = coil).
Metrika SOV bere v úvahu správný počet, typ a pořadí elementů sekundární struktury.
Také uvažuje tři možné stavy výskytu proteinu: α-helix, β-sheet, coil. Prvním krokem vý-
počtu je určení množiny S (i) všech dvojic překrývajících se segmentů ve stavu i a množiny
S’ (i) všech segmentů z první sekvence, které se nepřekrývají s žádným segmentem druhé
sekvence ve stavu i:
S (i) | (s1, s2) : s1 ∩ s2 6= ∅, (2.2)
S′ (i) =|s1 : ∀s2, s1 ∩ s2 = ∅. (2.3)
Výpočet metriky SOV pro jeden stav i pak probíhá podle vzorce:
SOV (i) = 100× 1
N (i)
∑
S(i)
[
minov (s1, s2) + δ (s1, s2)
maxov (s1, s2)
× len (s1)
]
. (2.4)
Zde normalizovaná hodnota N (i) je definována jako součet délek všech segmentů v první
sekvenci v daném stavu i:
N (i) =
∑
S(i)
len (s1) +
∑
S′(i)
len (s1) . (2.5)
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Obrázek 2.5: Ilustrace výpočtu SOV pro stav α-helix. Černé a bílé pásy odpovídají hodnotám minov a
maxov pro dvojice překrývajících se segmentů [36].
Hodnoty minov (s1, s2), resp. maxov (s1, s2) jsou definovány jako délka úseku, ve kte-
rém se nacházejí oba dva, resp. alespoň jeden z dané dvojice segmentů (s1, s2). Příklad
výpočtu je znázorněn na obrázku 2.5. Hodnota δ (s1, s2) je definována jako minimum ze
čtyř vypočítaných hodnot:
δ (s1, s2) = min| (maxov (s1, s2)−minov (s1, s2)) ;minov (s1, s2) ;
int (len (s1) /2) ; int (len (s1) /2) |.
(2.6)
Výsledný vztah po započítání všech tří stavů, v nichž se aminokyseliny mohou nacházet,
je:
SOV = 100×
 1
N
∑
i∈{H,E,C}
∑
S(i)
minov (s1, s2) + δ (s1, s2)
maxov (s1, s2)
× len (s1)
 (2.7)
a normalizovaná hodnota N :
N =
∑
i∈{H,E,C}
N (i) . (2.8)
2.3.2 Metody predikce
Existuje několik přístupů a metod, jak problém predikce sekundární struktury řešit:
 statistické metody,
 knowledge-based metody,
 metody založené na strojovém učení,
 konsensuální metody.
Statistické metody využívají pravděpodobnost výskytu aminokyseliny v daném elementu
sekundární struktury. Přepokládají, že se aminokyselina bude nacházet v elementu, pro
který byla vypočítána největší pravděpodobnost výskytu. Statistické metody obecně dosa-
hují nejnižších úspěšností a vyžadují velké trénovací datasety. Příkladem statistické metody
1. generace je Chou-Fasmanova metoda [13]. Ta spočívá ve výpočtu konformační preference
pro zjišťované aminokyseliny. Nejprve se určí relativní frekvence výskytu jednotlivých ami-
nokyselin v různých elementech (α-helix, β-sheet, coil). Relativní frekvence výskytu ami-
nokyseliny ve struktuře α-helix se vypočítá podle vzorce:
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a)fhi =
nhi
nh
, (2.9)
kde nhi je počet výskytů dané aminokyseliny ve šroubovicích a n
h je počet výskytů všech
aminokyselin ve šroubovicích Stejným způsobem by se výpočet provedl pro elementy β-sheet
a coil. Relativní frekvence výskytu se pak používá pro výpočet parametru konformační
preference podle vzorce:
P hi =
fhi〈
fhi
〉 , (2.10)
kde fhi je relativní frekvence výskytu dané aminokyseliny pro α-helix a
〈
fhi
〉
průměrná
relativní frekvence výskytu všech aminokyselin pro α-helix [13]. Opět je uveden příklad pro
strukturu α-helix. Chou-Fasmanova metoda dosahuje úspěšnosti predikce kolem 50-55 %.
Dalším příkladem statistické metody je GOR [15] (Garnier-Osguthorpe-Robson), která vy-
užívá teorie informace. Pracuje s pravděpodobnostmi výskytu prvku sekundární struktury,
jestliže se na daném místě nachází konkrétní aminokyselina. Další rozšíření metody GOR
pracují nejen s konkrétní aminokyselinou, ale berou v potaz navíc okno několika sousedních
aminokyselin z každé strany (GOR I-II 8 aminokyselin, GOR III 17). Metoda GOR IV se
od předchozí verze odlišuje tím, že byla natrénována na větší trénovací množině. Metody
GOR dosahují úspěšností přibližně 55-60 % [15].
Další skupinou jsou tzv. knowledge based metody. Ty využívají dodatečné informace
o aminokyselinách, jako například jejich velikost, tvar, chemické a fyzikální vlastnosti (např.
zda je daná aminokyselina hydrofobní či nikoliv).
Nejlepších výsledků dosahují metody založené na strojovém učení; tyto metody obvykle
využívají neuronových sítí. Typickými příklady jsou PSIPRED [20], PHD[28], NSSSP [29]
a Jnet [9]. Nevýhodou těchto metod je jejich nižší přesnost pro krátké sekvence a poměrně
nestabilní úspěšnost predikce (pro malou část proteinů se úspěšnost predikce blíží náhodě).
K tomuto negativnímu jevu například u statistických metod nedochází). Navíc ke své práci
potřebují velké trénovací množiny a jde většinou o složité algoritmy. Výhodou je jejich
průměrná úspěšnost, která dosahuje až 78 % [17].
Poslední skupinou jsou konsensuální metody, např. JPRED [5] a NPS[6]. Ty zpracovávají
výsledky jiných metod a jako správné označí nejčastější přiřazení struktury na dané pozici.
2.4 Predikční nástroj PSIPRED
Ve své bakalářské práci jsem se pro predikci sekundární struktury proteinů rozhodl pou-
žít program PSIPRED [20][17]. Tento nástroj využívá dvouvrstvou dopřednou neurono-
vou síť, která provádí analýzu výstupu z programu PSI-BLAST (Position Specific Iterated
BLAST) [1]. Udávaná úspěšnost nástroje PSIPRED dle metriky Q3 je 76,5 %, což je podle
autorů nejvyšší hodnota pro jakoukoliv dříve publikovanou metodu [20]. Metoda predikce je
rozdělena do tří částí: generování profilu sekvence, predikce počáteční sekundární struktury
a filtrování predikované struktury. Celý proces je ilustrován na obrázku 2.6.
Starší metody (např. PHD server) využívají pro generování sekvenčního profilu něko-
likanásobné zarovnání sekvencí. Program PSIPRED využívá PSI-BLAST – metodu pro
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velmi jemné porovnání sekvencí, která díky nastavitelným parametrům a filtrování vyhle-
dávání v databankách dalece překonává standardní Smith-Watermanovo [31] vyhledávání ve
schopnosti detekovat vzdálené homology dané sekvence [17]. PSI-BLAST vytváří sekven-
ční profily jako součást vyhledávání; PSIPRED pak tyto profily využívá přímo namísto
extrahování sekvencí a vytváření několikanásobného zarovnání v odděleném kroku predik-
ční metody. Za účelem maximalizace efektivity nástroje PSI-BLAST byla pro vyhledání
homologů vytvořena nová neredundantní databanka z neidentických sekvencí z veřejně do-
stupných databank. Z ní byly odstraněny regiony s nedostatkem dostupných informací a
transmembránové segmenty. Výsledkem fáze generování sekvenčního profilu je pozičně spe-
cifická substituční matice vygenerovaná z výstupního souboru PSI-BLASTu. Tato matice
má rozměry 20 krát délka sekvence a obsahuje pravděpodobnosti jednotlivých mutací pro
všechna rezidua v sekvenci.
PSIPRED využívá standardní dopřednou neuronovou síť, jejímž vstupem je okno z po-
zičně specifické matice o délce 15 aminokyselin. První vrstva o 75 jednotkách transformuje
315 přijatých vstupních hodnot (pro každý prvek okna je navíc předána jedna hodnota,
která označuje místo, kde okno protíná konce proteinového řetězce, celkem zde je 21 krát
15 hodnot) na 3 výstupní hodnoty pro každý prvek v okně, které odpovídají třem možným
elementům sekundární struktury. Tyto výstupy pak slouží jako vstupy druhé vrstvy o 60
jednotkách. Té je předáváno 60 vstupních hodnot (opět jedna hodnota navíc pro každý
prvek okna) a výstupem je již finální třístavová predikce sekundární struktury.
Obrázek 2.6: Znázornění metody PSIPRED. Ukazuje, jak jsou zpracovávány ohodnocovací matice
z programu PSI-BLAST [17].
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Kapitola 3
Mutace
V oblasti genetiky se termínem mutace rozumí změna nukleotidové sekvence genomu or-
ganismu. Tyto změny mohou mít různý vliv na strukturu a funkci proteinů vznikajících
během proteosyntézy. Může docházet k mutacím škodlivým, neutrálním a prospěšným.
Mutace jsou základní hnací silou umožňující biologickou evoluci a diverzifikaci života [14].
Podle způsobu jejich vzniku rozlišujeme dva druhy mutací. Spontánní mutace jsou méně
časté a dochází k nim například při chybě v procesu replikace a reparace DNA. Častější
indukované mutace vznikají působením vnějších vlivů, tzv. mutagenních faktorů [14].
3.1 Teoretický úvod k mutacím
3.1.1 Typy mutací
Mutace je možné klasifikovat podle různých kritérií. Jednou z možností je třídění podle
úrovně, na níž působí. Rozlišujeme mutace [14]:
 řetězcové (genomové),
 chromozomové,
 genové (bodové).
Genomové mutace se projevují odchylkou od standardního počtu chromozomů nebo
chromozomových sad. Chromozomy jsou specifické buněčné struktury nacházející se v buněč-
ném jádře tvořené úseky DNA a proteiny. Organismy mají určitý počet sad chromozomů.
Ochylka v počtu jednotlivých chromozomů se nazývá aneuploidie [22]. Příkladem aneuploi-
die u člověka je Turnerův nebo Downův syndrom. Polyploidie, neboli znásobení počtu sad
chromozomů, není u většiny živočichů slučitelná se životem.
Chromozomové mutace mění tvar a strukturu chromozomů. Jsou následkem chromo-
zomových zlomů, zapříčiněných působením mutagenních faktorů. Při nich dochází k poruše
struktury chromozomu, uvolnění jeho fragmentu a následné přestavbě. Pokud zůstane za-
chováno původní množství genetického materiálu, označují se tyto mutace jako balancované,
v opačném případě se hovoří o mutacích nebalancovaných.
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Při genových mutacích dochází ke změnám nukleotidové sekvence DNA v určitém
místě genu. Tyto mutace mohou mít předvídatelný vliv na průběh a výsledek proteosyntézy,
pokud k nim dojde v částech DNA, které kódují nějakou bílkovinu. Podle toho, jakým
způsobem ke změně dojde, se rozlišují následující typy mutací [12]:
 inzerce,
 delece,
 substituce.
Při inzerci dochází k přidání jednoho nebo více párů bází do původní sekvence DNA. Míra
vlivu takové mutace na výsledný protein (pokud k inzerci dojde v místě DNA sekvence,
která kóduje nějakou bílkovinu) je dána počtem vložených nukleotidů. Je-li počet přidaných
párů nukleotidů násobkem čísla tři, nedojde při transkripci k posunutí čtecího okna, protože
každá aminokyselina je kódována právě třemi nukleotidy. Výsledný protein pak obsahuje
navíc několik aminokyselin, ale celá část proteinu za místem mutace zůstane nezměněna.
V případě, že je vložen počet nukleotidů, který není dělitelný třemi, čtecí rámec se posune
a nově vzniklé kodony mohou odpovídat naprosto odlišným aminokyselinám. Navíc exis-
tuje pravděpodobnost, že některá trojice nukleotidů bude odpovídat terminačnímu kodonu.
V případě jeho přečtení se proces translace předčasně ukončí a výsledný protein bude navíc
zkrácen.
V případě delece dochází k odstranění jednoho nebo více párů nukleotidů. Podobně jako
při inzerci záleží podoba výsledného proteinu na počtu ztracených nukleotidů. Je-li počet
odstraněných nukleotidů dělitelný třemi, k posunu čtecího rámce nedojde a ve výsledném
proteinu bude pouze chybět několik aminokyselin. V opačném případě bude část proteinu
za místem mutace složena z nesmyslných aminokyselin s rizikem předčasného ukončení
translace.
Při substituci dochází k nahrazení jednoho nebo několika nukleotidů jiným, zatímco
délka sekvence zůstává nezměněna. Ve vznikajícím proteinu pak může dojít ke změnám
příslušných aminokyselin. Posunutí čtecího rámce při translaci po substituci nehrozí, stále
však může dojít k předčasnému ukončení proteosyntézy a tím ke zkrácení výsledného pro-
teinu.
Podle vlivu na proteosyntézu se genové mutace mohou dělit na [14]:
 Silent mutation (mutace měnící smysl) – Mutací sice dojde k nahrazení nukleotidu
jiným, ale nový kodon kóduje stejnou aminokyselinu jako kodon původní. Mutace
tedy nemá vliv na podobu výsledného proteinu.
 Missence mutation (mutace měnící smysl) – V důsledku změny nukleotidu dojde i
k nahrazení aminokyseliny ve výsledném proteinu aminokyselinou jinou.
 Nonsence mutation (nesmyslné mutace) – Záměna nukleotidu za jiný vede k vytvoření
terminačního kodonu. Proces translace je pak předčasně ukončen a vznikne nekom-
pletní a zpravidla nefunkční protein.
Předmětem zkoumání jsou v této práci genové mutace typu substituce, které mění smysl a
tedy zapříčiňují změny jednotlivých aminokyselin v proteinech.
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3.1.2 Příčiny vzniku
K mutacím na molekulární úrovni může docházet několika způsoby. Jedním z nich je tzv.
tautomerie, tedy migrace protonu vodíku, následkem čehož se prohodí jednoduchá vazba
a k ní přiléhající vazba dvojná. Tím vznikne báze, které není korektní pro párování při
replikaci. Dále může dojít k depurinaci, kdy se purinová báze uvolní působením chemických
látek z kostry nukleové kyseliny. Při deaminaci zase dochází ke ztrátě aminoskupiny, čímž
se z jedné nukleové báze stane jiná, např. cytosin se změní na uracil [22].
Vznik indukovaných mutací je iniciován působením známých vnějších činitelů. Mu-
tagenní faktory existují [22]:
 chemické,
 fyzikální,
 biologické.
Mezi chemomutageny patří analogy bází, které jsou strukturně příbuzné nukleovým bázím
a díky tomu jsou začleněny do DNA v průběhu replikace. Drobné rozdíly pak znemožňují
správné párování bází a v důsledku toho dochází k mutacím. Mutace během replikace
mohou způsobovat také akridinová barviva indukující posun čtecího rámce při replikaci.
Mimo replikaci mohou mutace způsobovat alkylační, deaminační a hydroxylační činidla [22].
Některé z těchto látek se používají při úpravě potravin, výrobě léčiv a v zemědělství, takže
s nimi lidský organismus přichází běžně do styku.
Z fyzikálních mutagenních faktorů má největší vliv ionizující záření, zejména rentgenové
nebo gamma paprsky. Při průchodu živou tkání může záření zasáhnout přímo atomy DNA
a vyvolat např. oxidaci bází. Při zasažení atomů se dále uvolňují jejich elektrony, čímž
dochází ke vzniku volných radikálů, které mohou dále reagovat s molekulami DNA [22].
Mezi biologické mutageny patří viry schopné infiltrovat sekvenci DNA, což má za násle-
dek zpravidla nefunkčnost genu. Dále existují tzv. transposony, což jsou elementy schopné
přemisťovat se v genomu z místa na místo. Tyto přesuny mohou způsobovat mutace [22].
3.1.3 Důsledky mutací
Dopad genových mutací na fenotyp jedince (tj. soubor všech pozorovatelných vlastností a
znaků živého organismu) závisí na pozici mutovaného nukleotidu v sekvenci DNA. K mutaci
může dojít na úseku DNA, který nekóduje žádný protein. Těmto úsekům se říká nekódující
regiony a tvoří až 98 % genomu [12]. Mutace v nekódujících úsecích nezmění předpis
pro výslednou bílkovinu; může však dojít ke změně v regulačních úsecích, které obsahují
dodatečné informace k transkripci.
3.2 Substituční matice
Z předchozího textu vyplývá, že existuje mnoho typů mutací s různými příčinami vzniku
a s různými projevy. Předmětem zájmu v této práci jsou mutace, respektive výsledky mu-
tací genových v kódujících úsecích DNA, které ve výsledném proteinu způsobují nahrazení
nějaké aminokyseliny jinou. Abych mohl zkoumat vliv změn aminokyselin na sekundární
strukturu proteinu, abstrahuji se od výše popsaných mechanismů vzniku mutací na atomární
úrovni a budu vycházet z faktu, že v průběhu evoluce občas dochází k mutacím aminokyse-
lin v proteinech. Samotná příčina těchto mutací nebude pro tyto účely významná, důležité
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však bude rozhodnout, jakou aminokyselinou bude původní aminokyselina nahrazena při
případné mutaci. K tomuto účelu poslouží substituční matice.
Substituční matice udává, s jakou pravděpodobností bude nějaká aminokyselina nahra-
zena jinou. Pro všechny dvojice aminokyselin obsahuje pravděpodobnost, že dojde k záměně
jedné za druhou. Nejjednodušším příkladem substituční matice je tzv. identitní (jednotková)
matice uvedená na obrázku 3.1. Taková matice by odpovídala stavu, kdy by se každá ami-
nokyselina při případné mutaci „změnila” na sebe samu a nikdy se nemohla transformovat
v jinou. Proto je pro účely této práce identitní matice nepoužitelná.
ala arg . . . tyr val
ala 1 0 0 0
arg 0 1 0 0
...
. . .
...
tyr 0 0 1 0
val 0 0 . . . 0 1

Obrázek 3.1: Identitní matice. Pro každou aminokyselinu je pravděpodobnost, že nová aminokyselina bude
stejná jako původní, rovna jedné. Pravděpodobnost změny v libovolnou jinou aminokyselinu je vždy nulová.
Jednou z nejstarších, ale stále používaných substitučních matic je PAM (Point Accepted
Mutation), kterou roku 1978 představila M. O. Dayhoff v článku „A Model of Evolutionary
Change in Proteins” [10]. Jde o soubor substitučních matic určený původně pro ohodno-
cování mutací aminokyselin při zarovnávání jejich sekvencí. Podklady pro výpočet matice
byly shromažďovány pozorováním rozdílů v úzce příbuzných proteinech (celkem šlo o 1572
mutací v 71 skupinách proteinů). Samotná mutační data byla odvozena z fylogenetických
stromů složených vždy z několika párů příbuzných sekvencí [10]. Příklad jednoduchého fy-
logenetického stromu a matice z něj odvozené je uveden na obrázku 3.2.
Obrázek 3.2: Příklad fylogenetického stromu (a). Čtyři pozorované proteiny jsou vypsány v horní části
grafu. Předlohy, z nichž tyto proteiny vznikly, jsou ukázány v uzlech grafu. U každé hrany jsou pak vypsány
aminokyselinové mutace. Matice odvozená od výše popsaného fylogenetického stromu (b). Jedničky značí
proběhlé mutace a určují, ke kterým mutacím bude pravděpodobně docházet [10].
Podobným postupem s následným přepočtem ohodnocení jednotlivých mutací na pro-
centuální hodnoty byla odvozena matice PAM 1. Ta obsahuje pro každou dvojici aminoky-
selin pravděpodobnost, že dojde k záměně jedné za druhou v případě, že síla mutace bude
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rovna průměrně jedné mutaci na sto reziduí. Od PAM 1 se pak odvozují substituční matice
vyšších řádů; jejich řád pak opět určuje průměrný počet mutací na 100 reziduí. Odvození se
provádí maticovým násobením podle vzorce PAM −X = (PAM − 1)X [10], kde X je řád
matice. Takto odvozené matice pak zohledňují i situace, při kterých dojde vícekrát k mutaci
jedné aminokyseliny. V praktické části své bakalářské práce využívám substituční matici
PAM 120, která je vhodná pro velkou evoluční vzdálenost [10].
3.3 Predikce vlivu mutací na funkci proteinu
Vliv aminokyselinové mutace na funkci proteinu je možné určit experimentálně. Jde však
o časově i technologicky velmi náročný proces, který může zahrnovat mimo jiné izolaci
nebo umělou syntézu sekvence DNA, její vkládání do buněk, následné pěstování buněčné
kultury, zkoumání výsledných proteinů s vyhodnocením vlivu mutace apod. Celá procedura
je navíc velmi nákladná, proto při predikci škodlivosti mutací nacházejí uplatnění softwarové
nástroje, které dokážou vyhodnotit potřebná data a s určitou přesností odhadnout vliv
mutace na funkci proteinu.
Jedním z takových nástrojů je program PhD-SNP. Využívá metodu založenou na algo-
ritmu strojového učení zvaném SVM (Support Vector Machines). Jejím vstupem je řetězec
znaků určující aminokyselinovou sekvenci, pozice mutované aminokyseliny (tzv. wild-type
aminokyselina) a nová aminokyselina, kterou je ta původní nahrazena. Výstupem je odhad,
zda je mutace škodlivá či nikoliv (pokud je mutace škodlivá, program vypíše „Disease”,
v opačném případě pak „Neutral”). Druhým výstupním údajem je tzv. reliability index
(zkráceně RI), který na stupnici od nuly do osmi, kde nula je minimum a osm maximum,
udává, do jaké míry je výsledek predikce spolehlivý.
3.3.1 Datasety používané programem PhD-SNP
Při konstrukci a testování rozhodovacího modelu nástroje PhD-SNP byly využity tyto da-
tasety:
 HumVar pro trénování a testování SVM systému založeného na informacích o sek-
venci,
 HumVarProf pro trénování a testování SVM systému založeného na informacích
o sekvenci,
 NewHumVar pro testování robustnosti prediktoru na nových proteinech.
Tyto datasety obsahující velké množství bodových mutací s informací, zda se jedná o neut-
rální mutaci, nebo mutaci spojenou s nějakou chorobou. První z nich (HumVar) je odvozen
z databáze Swiss-Prot, přičemž byly použity záznamy splňující následující podmínky:
 Jde o protein vyskytující se v lidském těle,
 Mutace je škodlivá nebo neutrální (nezařazené případy nejsou zohledněny),
 Data jsou spojená s bodovou substitucí (nikoliv inzercí nebo delecí).
Po této selekci obsahoval dataset HumVar 21 185 bodových mutací (z toho 12 944 spojených
s nějakou nemocí a 8 241 neutrálních) získaných z 3 587 proteinových řetězců. Z tohoto
datasetu je poté vybírán subset HumVarProf. Jsou do něj vybrány mutace, které mají na
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dané pozici nenulovou frekvenci výskytu u „wild-type1” i zmutovanéhu rezidua. Dataset
NewHumVar byl vytvořen z nového vydání databáze Swiss-Prot z roku 2005. Byly použity
pouze proteiny neobsažené v původním datasetu HumVar.
3.3.2 Metody predikce nástroje PhD-SNP
Pro rozhodování, zda je daná mutace neutrální nebo škodlivá, byly implementovány tři
různé metody predikce [3].
První z nich se jmenuje ProbMeth a jde o jednoduchý prediktor založený pouze na
vypočtených pravděpodobnostech. Při vývoji programu sloužil jako měřítko pro porovnání
úspěšností jiných metod. Využívá dvou čtvercových matic o velikosti 20 krát 20 prvků,
z nichž jedna slouží pro neutrální mutace a druhá pro mutace škodlivé. Řádky a sloupce
matic odpovídají jednotlivým aminokyselinám a každý prvek Mi,j ohodnocuje výskyty mu-
tace aminokyseliny i na aminokyselinu j. Prvky matic jsou vypočteny podle vzorce:
Mi,j =
f (i, j)
[f (i) f (j)] ,
(3.1)
kde f (i, j) je frekvence výskytu mutace aminokyseliny i na aminokyselinu j, f(i) je frek-
vence výskytu rezidua i v databázi a f (j) frekvence výskytu jakýchkoliv mutací vedoucích
na aminokyselinu j [3].
Pro konkrétní mutaci se pak z matic zjistí ohodnocení pro odpovídající aminokyseliny
a je-li vyšší hodnota z matice pro mutace škodlivé, je daná mutace označena za škodlivou,
v opačném případě je považována za neutrální.
Druhá metoda s názvem SVM-Sequence, která je založená na SVM, využívá informací
o sekvenci. Jejím vstupem je vektor o čtyřiceti prvcích. Prvních dvacet prvků odpovídá jed-
notlivým aminokyselinám; hodnotou -1 je pak označena původní aminokyselina a hodno-
tou 1 aminokyselina nová. Druhá polovina vektoru pak kóduje výskyt aminokyselin v okně
o šířce 19 reziduí se středem v mutované aminokyselině. Pro implementaci SVM byl použit
nástroj LIBSVM [4]. Ze vstupního vektoru je pomocí SVM vypočítána výstupní hodnota.
Pokud vypočtená hodnota překračuje stanovený práh (0,5), je mutace označena jako neut-
rální, jinak jako škodlivá.
Poslední metoda je taktéž založená na SVM a jmenuje se SVM-Profile. Jako vstup pře-
bírá dvouprvkový vektor odvozený z profilu sekvence. První prvek obsahuje podíl počtu
výskytů mutované a nové aminokyseliny v sekvencích z trénovacího datasetu na pozici
odpovídající provedené mutace. Druhý prvek vstupního vektoru obsahuje celkový počet
zarovnaných sekvencí na dané pozici. Překračuje-li výstupní hodnota SVM algoritmu sta-
novený práh 0,5, je mutace považována za neutrální, v opačném případě je označena za
škodlivou. Tato metoda je trénována na datasetu HumVarProf.
O tom, zda se použije metoda SVM-Sequence nebo SVM-Profile, rozhoduje hybridní
metoda HybridMeth. Pro zadaný protein je vytvořen jeho profil, z něhož se vypočítá frek-
vence výskytu původní a zmutované aminokyseliny na dané pozici. Pokud jsou obě tyto
hodnoty nenulové, je možné požít metodu SVM-Profile. Pokud neexistuje žádný profil pro
původní nebo zmutovanou aminokyselinu na dané pozici, použije se metoda SVM-Sequence.
Diagram činnosti hybridní metody HybridMeth je znázorněn na obrázku 3.3.
1„wild type” označuje přirozený stav, ke kterému dochází v přírodě
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Obrázek 3.3: Diagram činnosti metody HybridMeth. Pro danou proteinovou sekvenci metoda předpovídá,
zda je zadaná mutace (v tomto případě je reziduum E na pozici 10 nahrazeno reziduem A) spojena
s lidskou genetickou chorobou či nikoliv. Prvním krokem je vytvoření profilu sekvence pomocí algoritmu
BLAST. Dále je tento profil vyhodnocen pro pozici, na níž k mutaci došlo. Pokud f10(E) 6= 0 a zároveň
f10(A) 6= 0, Predikce je realizována metodou SVM-Profile (levá část diagramu) přebírající jako vstup
hodnoty f10(E)/f10(A) a počet zarovnaných sekvencí v dané pozici. V případě, že f10(E) = 0 nebo
f10(A) = 0, použije se pro predikci metoda SVM-Sequence. Je také zobrazena grafická reprezentace
vstupního vektoru této metody [3].
3.3.3 Úspěšnost predikce škodlivosti pomocí nástroje PhD-SNP
Díky spojení metod SVM-Sequence a SVM-Profile dokáže program PhD-SNP predikovat
škodlivost jakékoliv mutace, ať už pro ni existuje sekvenční profil či nikoliv. Ve srovnání
s jednoduchou metodou ProbMeth založenou jen na pravidlech pravděpodobnosti dosaho-
vala metoda SVM-Sequence větší přesnosti predikce (srovnání pomocí metriky Q2). Pro-
centuální úspěšnost stoupla použitím metody SVM-Sequence o 8 %. Navíc byl zvýšen i
korelační koeficient o 0,21 [3]. Tabulkové srovnání přesností těchto metod je uvedeno na
obrázku 3.4.
Method Q2 P(D) Q(D) P(N) Q(N) C
ProbMeth 0.62 0.63 0.91 0.56 0.18 0.13
SVM-Sequence 0.70 0.71 0.84 0.65 0.46 0.34
HybridMeth 0.74 0.80 0.76 0.65 0.70 0.46
Obrázek 3.4: Srovnání přesností metod ProbMeth, SVM-Sequence a HybridMeth. D a N označují bodové
aminokyselinové mutace spojené s nějakou lidskou genetickou chorobou (D) a mutace neutrální. Q2 je
metrika popisující procentuální úspěšnost predikce. C je korelační koeficient [3].
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Program PhD-SNP jsem využil v praktické části své bakalářské práce pro predikci škod-
livosti mutací aminokyselin, protože dosahoval dobrých výsledků v nezávislé srovnávací
studii publikované Janitou Thusberg v roce 2011 [32]. Tabulka obsahující srovnání jed-
notlivých predikčních nástrojů je uvedena na obrázku 3.5. Zde TP a TN znamená „true
positive” a „true negative”, tedy případy, kdy byla mutace správně označena za škodlivou
resp. neutrální. FP a FN označují případy „false positive” a false negative, což jsou situace,
kdy predikční nástroj označil mutaci za škodlivou resp. neutrální, ale správný výsledek byl
opačný. Další hodnoty jsou pak vypočítány z těchto hodnot [32].
Accuracy (prˇesnost) =
tp+ tn
tp+ tn+ fp+ fn
, (3.2)
Precision (preciznost) =
tp
tp+ fp
, (3.3)
Specificity (specificita) =
tn
fp+ tn
, (3.4)
Sensitivity (senzitivita) =
tp
tp+ fn
, (3.5)
NV P (negative predictive value) =
tn
tn+ fn
, (3.6)
MCC (Mathew corelation coeficient) =
tp× tn− fn× fp√
(tp+ fn)(tp+ fp)(tn+ fn)(tn+ fp)
. (3.7)
Ačkoliv v tomto srovnání PhD-SNP nijak zvlášť nevyniká, na rozdíl od úspěšnějších
konkurentů je dostupný v lokální verzi (MutPred a SNPs&GO mají jen webové rozhraní)
a je schopen ohodnotit prakticky všechny testované mutace (PANTHER pro významnou
část datasetu predikci nezvládne provést). Splnění obou těchto podmínek je přitom pro
experimentální část této práce nezbytné.
Obrázek 3.5: Srovnání přesnosti a úspěšnosti predikce různých nástrojů pro predikci vlivu
aminokyselinových mutací na funkci proteinu[32].
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Kapitola 4
Návrh aplikace
Jedním z hlavních úkolů praktické části bakalářské práce bylo navrhnout aplikaci pro simu-
laci evoluce aminokyselinových sekvencí z vybraných datasetů. Mutační protokol se skládá
z předem určeného počtu mutačních kroků. Při jeho sestavování jsem se inspiroval článkem
„Protein secondary structure appears to be robust under in silico evolution while protein
disorder appears not to be” (Schaefer et al.) [30]. V každém mutačním kroku pak dojde
ke změně určitého počtu aminokyselin. V první části této kapitoly popisuji princip procesu
mutace v jednotlivých krocích simulované evoluce. Dále se pak budu věnovat určení počtu
mutačních kroků pro všechny zkoumané proteiny a na závěr popíšu datasety, z nichž jsem
pro svoji práci čerpal zdrojová data.
Za účelem zpřehlednění a lepšího logického členění kódu jsou jednotlivé funkční bloky za-
pouzdřeny do objektů. Veškerá nastavení jsou uchovávána a načítána ze souboru objektem
třídy settingsClass. Načtení substituční matice PAM 1, její úpravu na potřebný řád a vy-
hledávání výsledků mutací obstarává třída pamClass. Volání nástroje PSIPRED, přípravu
jeho vstupů a čtení výstupů zajišťuje třída predictorClass. Samotné sekvence aminokyselin
jsou reprezentovány objekty třídy seqClass, která obsahuje metody pro mutování určitého
počtu aminokyselin, generování náhodné sekvence a ověření škodlivosti provedené mutace
pomocí programu PhD-SNP. Objekty těchto tříd jsou pak využívány objekty tříd step-
CountClass, která provádí experiment zjištění počtu mutačních kroků, a simulatorClass,
která simuluje samotnou evoluci předaného řetězce reziduí. Jednotlivé třídy a vztahy mezi
nimi jsou znázorněny na obrázku 4.1.
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Obrázek 4.1: Schéma znázorňující třídy aplikace a vztahy mezi nimi.
4.1 Mutační protokol
4.1.1 Mutační krok
Jak již bylo zmíněno v úvodu této kapitoly, navržená aplikace simuluje evoluci proteinů
prováděním sekvence mutačních kroků. V každém z nich je tedy nutné určit, na které ami-
nokyseliny bude mutace aplikována a takto vybraná rezidua poté nahradit jinými. Aplikace
umožňuje nastavit míru mutace aplikované v každém kroku. To se provádí zápisem de-
setinného čísla v rozmezí od nuly do jedné do konfiguračního souboru. Jeho hodnota pak
procentuálně určuje, kolika aminokyselin z celkového počtu reziduí v řetězci se bude mutace
týkat.
Pro každou takto vybranou aminokyselinu je vygenerováno náhodné desetinné číslo v
intervalu od nuly do jedné, které je použito pro vyhledání nové aminokyseliny v substituční
matici, která nahradí aminokyselinu původní. Tím je zajištěno, že výběr aminokyseliny bude
náhodný a závisí pouze na hodnotách uvedených v substituční matici. V této práci jsem
použil substituční matici PAM 120, která je vhodná pro velkou evoluční vzdálenost [30].
Zjištěná mutace je pak předána programu PhD-SNP za účelem predikce její škodlivosti.
Z výstupu programu je pak získán efekt mutace (Neutral, Disease) a odhadnutá spoleh-
livost predikce (reliability index). Je-li tato mutace škodlivá a Reliability index má větší
hodnotu než zvolený práh uvedený v konfiguračním souboru, mutace je ignorována a místo
ní se provede jiná. V opačném případě je změna aminokyseliny akceptována a pokračuje
se výběrem další aminokyseliny. Tímto postupem se snažím zohlednit fakt, že jedinci s
poškozeným genomem mají menší šanci prosadit se v přirozeném výběru, tedy rozmnožit
se a přežít.
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Po mutaci všech vybraných aminokyselin se pro zmutovanou sekvenci určí její podob-
nost s původní sekvencí výpočtem sekvenční identity. Dále se pro ni predikuje sekundární
struktura pomocí nástroje PSIPRED. Podobnost mezi nově získanou a původní sekundární
strukturou se ohodnotí metrikami Q3 a SOV. Hodnoty těchto dvou metrik, sekvenční iden-
tity a podoba sekundární struktury jsou pak připsány do výstupních souborů pro daný
protein. Ke shromažďování a ukládání těchto informací dochází pouze v případě, že pro-
bíhá již samotná simulace evoluce; při experimentálním zjišťování počtu mutačních kroků
je to zbytečné.
4.1.2 Experiment pro určení počtu mutačních kroků
Aby simulovaná evoluce neprobíhala donekonečna, bylo třeba vhodným způsobem omezit
počet prováděných mutačních kroků. Hlavní myšlenka je, aby mutace pokračovala, do-
kud se sekundární struktura mutovaného proteinu bude podobat více sekundární struktuře
původního proteinu než sekundární struktuře náhodně vygenerované sekvence (inspirace
v [30]). Pro účely grafické prezentace dat je zároveň vhodné, aby při simulaci evoluce pro-
šly všechny proteiny z datasetu stejným počtem mutačních kroků. Optimální počty kroků
jsou proto zjištěny pro jednotlivé proteiny, získané hodnoty zprůměrovány a při samotném
experimentu je použita takto získaná pseudo–optimální hodnota.
Na začátku experimentu pro zjištení počtu mutačních kroků se po načtení proteinu ze
souboru vygeneruje náhodná sekvence pro porovnávání míry mutace. Vygenerovaný řetě-
zec má stejnou délku a stejné zastoupení jednotlivých aminokyselin jako původní sekvence.
Pro oba řetězce je pak pomocí programu PSIPRED predikována sekundární struktura.
Následuje série mutačních kroků popsaných výše s tím, že se neprovádí výpočty a výpisy
metriky SOV, sekundární struktury a sekvenční identity. Po každém kroku se však počítá
Q3 skóre pro srovnání podobnosti predikované sekundární struktury zmutovaného proteinu
s predikovanou sekundární strukturou původní sekvence a náhodně vytvořeného řetězce
aminokyselin. Je-li pak hodnota Q3 mezi původní a mutovanou sekvencí vyšší než mezi ná-
hodnou a mutovanou sekvencí, experiment pokračuje dalším mutačním krokem. V opačném
případě je cyklus přerušen a počet provedených mutačních kroků je zapsán do výstupního
souboru.
4.2 Zdrojová data, použité datasety
Zdrojová data pro svoji práci jsem čerpal z datasetu RS126 [27] a později z datasetu
CB513 [8]. Datasety jsou soubory aminokyselinových sekvencí obsahující dále záznam s po-
pisem experimentálně zjištěné sekundární struktury a sekundární strukturu predikovanou
různými predikčními nástroji.
4.2.1 Dataset RS126
Dataset RS126 obsahuje 126 proteinů a byl představen v roce 1992 v práci Dr. Rosta a Dr.
Sanderse [27]. Hlavním účelem vytvoření tohoto datasetu bylo porovnání výsledků jednotli-
vých predikčních metod. Výčet obsažených proteinů je podmnožinou souboru PDB (Protein
Data Bank), z nějž byla vhodně vybrána reprezentativní sada celkem 126 globulárních pro-
teinů. Jejich výčet je vypsán v tabulce na obrázku 4.2. Všechny záznamy v RS126 obsahují
sekundární strukturu daného proteinu experimentálně zjištěnou pomocí metody DSSP. Na
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základě zjištěných údajů je možné definovat 8 tříd elementů sekundární struktury. V da-
tasetu RS126 i v této práci je toto dělení zjednodušeno podle tabulky na obrázku 4.3.
S takto redukovaným počtem typů elementů pracují i mnou používané predikční nástroje.
Příklad záznamu z datasetu RS126 je na obrázku 4.4. Řádek Seq 1acx obsahuje řetězec
aminokyselin, z nichž je protein složen. Další řádky obsahují sekundární strukturu zjiště-
nou pomocí různých metod. Referenční údaje pak obsahuje řádek dssp. Pro příklad je zde
uveden výpočet metriky Q3 pro metodu ZPRED. Na výřezu obsahujícím 90 reziduí byla
sekundární struktura správně predikována pro 79 z nich (chyby jsou označeny červeně).
Úspěšnost metody tedy na tomto úseku odpovídá 88 %.
Obrázek 4.2: Reprezentativní sada 126 globulárních a 4 membránových proteinových řetězců se vzájemnými
sekvenčními identitami nižšími než 25 % pro délky větší než 80 reziduí použitá pro testování jednotlivých
metod. Celkem jde o 24 395 reziduí se sekundární strukturou zjištěnou s rozlišením menším, než 2,5 A˚ 1.
Celkové zastoupení elementů sekundární struktury: 32 % α-helix, 21 % β-sheet a 47 % náhodná smyčka.
Formát: čtyřpísmenný identifikátor proteinové databanky PDB následovaný identifikátorem řetězce [27].
Obrázek 4.3: Tabulka znázorňující redukci osmi typů elementů sekundární struktury na tři základní [35].
1A˚, A˚ngström je jednotka délky, často se používá při vyjadřování velikostí atomů a délek chemických
vazeb. 1 A˚ = 0,1nm
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Obrázek 4.4: Příklad záznamu z datasetu RS126 (výřez ze souboru popisující protein ).
Několik proteinových řetězců v datasetu RS126 obsahuje nestandardní prvky, které
nejsou akceptovány predikčními nástroji a jejich záznam není obsažen v substituční ma-
tici (např. B-Asx, Z-Glx, X-Xaa). V rámci předzpracování načtené sekvence jsou proto tyto
prvky odstraněny. Jde řádově o jednotky reziduí, tedy v celém datasetu o zanedbatelné
množství.
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Kapitola 5
Implementace aplikace
V této kapitole je rozebrána implementace navržené aplikace. V úvodu je stručně popsán
její algoritmus a možnosti spuštění. Dále jsou pak rozebrána rozhraní externích nástrojů
PSIPRED a PhD-SNP, které tato aplikace využívá.
5.1 Popis programu
Vzhledem k tomu, že aplikace vychází z objektově orientovaného návrhu, byl tento přístup
využit i při její implementaci. Jako první se vytvoří objekty třídy uchovávající nastavení
a provede se načtení konfiguračního souboru, dále se vytvoří objekt třídy pro práci se
substituční maticí, matice se načte a upraví do požadovaného tvaru a také se vytvoří objekt
třídy zprostředkovávající komunikaci s programem PSIPRED. Poté se provádí vyhodnocení
předaných parametrů příkazové řádky. Existují dva rozdílné způsoby spuštění programu –
spuštění za účelem určení počtu mutačních kroků a spuštění pro provedení simulačního
experimentu.
Původní myšlenka předávání vstupních proteinových sekvencí byla taková, že je bude
program automaticky načítat ze souborů v zadané složce. Tento způsob se však ukázal
jako neefektivní, protože nedovoloval plně využít možností distribuovaného výpočtu na
serverech MetaCentra. Program jsem proto změnil tak, že provádí simulaci evoluce vždy
pouze s jedním proteinem předaným jako jeden z parametrů příkazové řádky. Všechny
aminokyselinové sekvence jsou pak uloženy v jediném vstupním souboru, odkud je možné
je pomocí plánovače úloh předávat jednotlivým instancím aplikace.
Spuštení výpočtu délky mutačního protokolu se provádí zadáním parametru --recount.
Následuje parametr --direct, který udává, že se vstupní sekvence předává přímo v násle-
dujícím argumentu. Na závěr je nutné zadat vstupní sekvenci. Program poté vytvoří objekt
třídy stepCountExpClass, který celý experiment řídí. Vstupní řetězec se předzpracuje od-
straněním nestandardních prvků a předá se metodě runExpSingle(). V té se pouze vytvoří
objekt třídy seqClass reprezentující předanou sekvenci a jeho metodou genRandSeq() se
vytvoří náhodná sekvence. V cyklu se pak používá metoda mutate() (provedení mutace)
tohoto objektu a metoda predict() globálního objektu třídy predictorClass (vrací prediko-
vanou sekundární strukturu předané sekvence).
Pro spuštění simulačního experimentu se programu předají pouze dva parametry:
--direct a vstupní sekvence. Po předzpracování sekvence je vytvořen objekt třídy simula-
torClass a volá se jeho metoda runSimSingle(), která řídí celou simulaci evoluce. Vytvoří si
objekt třídy seqClass a v cyklu volá jeho metodu mutate(), metodu predict() objektu třídy
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predictorClass a svou vlastní metodu computeSOV() pro výpočet SOV skóre. V každém
běhu cyklu se také počítá metrika Q3 a sekvenční identita; vzhledem k jednoduchosti však
tyto výpočty nejsou izolovány ve zvláštních metodách.
5.2 Rozhraní programu PSIPRED
Komunikaci s programem PSIPRED zajišťuje třída predictorClass. Vstupní soubor pro-
gramu je požadován ve formátu FASTA. Záznam v tomto formátu obvykle obsahuje na
prvním řádku (případně na více řádcích) identifikátor proteinu spolu s jeho krátkým popi-
sem. Takový řádek, pokud je obsažen, musí být uvozen znakem „>” nebo „;”. Programy při-
jímající vstup ve formátu FASTA pak tyto řádky při zpracování sekvence ignorují. Vstupní
soubor v tomto formátu je tvořen metodou prepareInput(). Protože při paralelním výpočtu
může být ve složce několik dočasných souborů, mají jejich jména tvar „predict ” + prvních
deset znaků sekvence + „.fasta”. Aplikace očekává program PSIPRED nainstalovaný ve
složce psipred3.3/. Volání programu je pak realizováno příkazem:
psipred3.3/runpsipred jméno vstupního souboru.fasta.
Výstupem programu PSIPRED je několik souborů se stejnými výsledky zapsanými v
různých formátech. Pro čtení výsledku jsem zvolil soubor s příponou „.horiz”, ve kterém
jsou výsledná data orientována horizontálně v řádcích, což usnadňuje zpracování souboru.
Výstupní soubory mají jméno totožné se souborem vstupním (vyjma přípony), ani zde tedy
nedochází k problémům s několika běžícími instancemi aplikace. Na obrázku 5.1 je uveden
příklad vstupního a výstupního souboru programu PSIPRED.
Obrázek 5.1: Příklad vstupního souboru ve formátu FASTA (a). Příklad výstupního souboru typu „.horiz”
s vodorovně uspořádanými výslednými daty (b).
5.3 Rozhraní programu PhD-SNP
Příprava vstupů a čtení výstupů nástroje PhD-SNP nejsou svěřeny zvláštnímu objektu, ale
probíhají v režii objektu třídy seqClass, konkrétně v metodě neutral(). Vstupem programu
je jednoduchý soubor obsahující pouze řetězec, který popisuje primární strukturu muto-
vaného proteinu; ostatní volby jsou předávány pomocí parametrů příkazové řádky. Stejně
jako u vstupů nástroje PSIPRED mají jména souborů z důvodu paralelního běhu několika
instancí aplikace tvar „in ” + prvních deset znaků sekvence + „.seq”. Pro běh programu
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PhD-SNP je nutný interpret jazyka Python verze 2.6 a aplikace očekává tento program
nainstalovaný ve složce PhD-SNP2.0.6. Příkaz pro volání programu má tvar:
python2.6 -O PhD-SNP2.0.6/PhD-SNP.py -qsub jméno vstupního souboru
pozice mutace nová aminokyselina
Výstup programu je složitější, příklad i s popisem uveden na obrázku 5.2.
Obrázek 5.2: Příklad výstupu programu PhD-SNP. První neprázdný řádek pod hlavičkou obsahuje pro
kontrolu opsaná vstupní data, typ mutace (v tomto případě Disease - škodlivá, alternativou je Neutral -
neutrální) a RI (Reliability Index - vlastní odhad aplikace, nakolik je výsledek predikce spolehlivý). Další
řádky pak obsahují stručné vysvětlení těchto údajů.
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Kapitola 6
Provedené experimenty
V této části se budu věnovat provádění experimentů s výše popsanou aplikací pro simulaci
evoluce. Pro každý experiment bude uvedeno, s jakými nastaveními aplikace je proveden,
jaká vstupní data jsou použita a jaký je očekávaný výsledek. Dále budou prezentována sku-
tečná výstupní data, diskutován výsledek experimentu a zhodnoceno, do jaké míry odpovídá
původní myšlence.
Při experimentování se ukázalo, doba běhu aplikace je pro velké datasety velmi dlouhá.
Zejména externí predikční nástroje PSIPRED a PhD-SNP jsou poměrně výpočetně náročné
a jejich běh pro jeden protein trvá v závislosti na délce sekvence řádově jednotky až desítky
minut. Tyto programy jsou navíc volány poměrně často, délka běhu aplikace pro celý dataset
by se pohybovala řádově v týdnech. Provedení všech níže uvedených experimentů zabralo
přes 4 000 hodin procesorového času. Využil jsem proto služeb distribuovaného výpočet-
ního střediska metacentrum.cz. Díky možnosti spouštění jednotlivých úloh pomocí skriptů
v programovacím jazyce Bash bylo možné spustit několik instancí aplikace najednou, tím
rozložit práci na více strojů a tedy i zkrátit dobu potřebnou k provedení experimentů.
Pro spojování dat z výsledných souborů jednotlivých instancí aplikace jsem použil skripty
napsané v jazyce Python. Grafy a diagramy znázorňující výsledná data byly vytvořena
v programu MS Excel.
6.1 Závislost změn sekundární struktury na míře provedené
mutace
První experiment měl za úkol ukázat, jak se mění sekundární struktura proteinu, je-li vy-
staven opakovaným silným mutacím. Byl proveden nad datasetem RS126 a práh RI byl
v tomto případě nastaven na hodnotu 8, jinými slovy nebyly ignorovány žádné škodlivé mu-
tace. Počet mutačních kroků pro tento experiment byl stanoven na 38 (tato hodnota byla
určena v souladu s postupem uvedeným v kapitole Implementace). Míra změn sekundární
struktury je vyjádřena výpočtem metrik Q3 a SOV mezi sekundární strukturou původní
sekvence a sekvence právě mutované po každém mutačním kroku. Tyto hodnoty tedy ne-
přímo vyjadřují robustnost sekundární struktury proteinu. Stejným způsobem je vyjádřena
podobnost primární struktury původní a mutované sekvence výpočtem sekvenční identity.
Sekvenční identita udává procentuální podobnost primárních struktur dvou aminokyselino-
vých sekvencí a počítá se podle vzorce:
SI =
pocˇet stejny´ch reziduı´
celkovy´ pocˇet reziduı´ v rˇeteˇzci
. (6.1)
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Očekávaný výsledek experimentu je, že s rostoucí mírou mutace bude poměrně rychle
klesat sekvenční identita, zatímco pokles hodnot Q3 a SOV by měl být pozvolný. Výsledky
experimentu jsou znázorněny a shrnuty na obrázku 6.1. S rostoucím počtem provedených
mutačních kroků výrazně klesá sekvenční identita, hodnoty metrik Q3 a SOV vyjadřující
podobnost sekundární struktury klesají pomaleji. Zároveň je patrné, že ačkoliv jsou jisté
vzájemné odlišnosti mezi hodnotami Q3 a SOV (SOV posuzuje podobnost sekundárních
struktur kritičtěji), po agregaci dat z celého datasetu nejsou rozdíly mezi těmito metrikami
nijak markantní.
Obrázek 6.1: Graf závislosti sekvenční identity, Q3 a SOV na počtu mutačních kroků.
Trochu odlišný pohled na stejná výsledná data nabízí graf na obrázku 6.2, kde je metrika
Q3 vztažena přímo k sekvenční identitě, umožňuje tedy jednodušeji posuzovat podobnost
sekundární struktury při různých hodnotách sekvenční identity. Pro lepší zachycení výsled-
ných dat jsou použity tzv. boxploty (krabicové grafy). Základem je obdélník, jehož hrany
tvoří dolní a horní kvartil (tedy uvnitř obdélníku se nachází 50 % hodnot). Uvnitř obdélníku
je barevným předělem vyznačen medián. Krajní body úseček, které z obdélníku vycházejí,
označují minimum a maximum z výsledných hodnot. Opět je patrný pomalý pokles met-
riky Q3, např. při poklesu sekvenční identity na hodnotu 40 % je stále hodnota Q3 pro tři
čtvrtiny všech proteinů z datasetu vyšší než 80 %. Při snížení sekvenční identity pod 30 %
dochází již k markantnímu poklesu podobnosti sekundární struktury. Toto pozorování od-
povídá známé skutečnosti [26], že proteiny se vzájemnou sekvenční identitou vyšší než 35 %
většinou patří do jedné proteinové rodiny. V rámci rodiny platí velmi podobné uspořádání
elementů sekundárních struktur.
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Obrázek 6.2: Graf závislosti Q3 na sekvenční identitě.
Z obou grafů tedy vyplývá, že sekundární struktura testovaných proteinů je do jisté
míry imunní vůči náhodným mutacím jednotlivých aminokyselin.
6.2 Změny robustnosti sekundární struktury při filtrování
škodlivých mutací
Toto pozorování má za úkol zhodnotit, jakým způsobem se změní výsledek předchozího
experimentu, pokud budou ignorovány škodlivé mutace. Zdrojovými daty jsou opět proteiny
z datasetu RS126, prahová hodnota RI pro program PhD-SNP je nastavena na 1 (jsou tedy
ignorovány všechny škodlivé mutace bez ohledu RI). Při filtrování škodlivých mutací by
měla být sekundární struktura ještě robustnější, protože mutace, které budou skutečně
provedeny, by na ni měly mít obecně menší vliv, což je v souladu s tvrzením Darwinovské
evoluční teorie, že jedinci s poškozeným genomem mají menší šanci prosadit se v přirozeném
výběru. Toto očekávání částečně podporuje i fakt, že počet mutačních kroků byl v tomto
případě stanoven na 58. Porovnání výsledků s výsledky předchozího experimentu je na
obrázku 6.3. Hodnoty Q3 zpočátku pro obě nastavení klesají srovnatelně, zhruba od 25.
kroku však klesají hodnoty Q3 pro RI = 1 znatelně pomaleji. To potvrzuje domněnku, že
neutrální mutace nemají tak velký vliv na sekundární strukturu.
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Obrázek 6.3: Porovnání robustnosti sekundární struktury při provádění/ignorování škodlivých mutací.
Tento experiment potvrdil, že škodlivé mutace mají větší vliv na sekundární strukturu
proteinů než mutace neutrální. Jejich eliminací lze pak dosáhnout vyšší robustnosti sekun-
dární struktury při stejném poklesu sekvenční identity.
6.3 Rozdíly mezi datasety RS126 a CB513
Pro ověření, zda je dataset RS126 dostatečně reprezentativním vzorkem byly výsledky po-
rovnány také s větším a novějším datasetem CB513. Škodlivé mutace byly nadále ignoro-
vány, díky čemuž bylo možné porovnat oba datasety na větším počtu mutačních kroků.
Očekávaný výsledek je takový, že by mezi změnami sekundární struktury proteinů z jed-
notlivých datasetů neměly být příliš velké rozdíly. Výsledky pozorování porovnává graf na
obrázku 6.4. Z něj možné vyčíst, že sekvenční identita proteinů pro oba datasety klesá téměř
totožně (křivky se překrývají). Mezi křivkami znázorňujícími hodnoty Q3 jsou patrné určité
rozdíly, trend vývoje je však stejný. Je zřejmé, že dataset RS126 je tvořen reprezentativním
výběrem sekvencí, který přibližně odpovídá novějšímu a více obsáhlému datasetu CB513.
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Obrázek 6.4: Porovnání výsledků simulované mutace pro datasety RS126 a CB513.
6.4 Porovnání robustnosti sekundární struktury pro proteiny
z různých rodin
Následující experiment srovnává chování sekundární struktury proteinů z různých rodin.
Srovnání bylo provedeno na záznamech z datasetu RS126, které mají jednoznačné mapo-
vání do databáze SCOP [7]. Jde celkem o 99 proteinů zařazených do rodin all-alpha (22
sekvencí), all-beta (28 sekvencí), alpha/beta (19 sekvencí), alpha+beta (13 sekvencí) a tzv.
small proteins (malé proteiny, 17 sekvencí). Nejsou očekávány žádné významné odlišnosti,
je však možné, že mezi jednotlivmi rodinami budou určité rozdíly. Výsledky pozorování jsou
znázorněny grafem na obrázku 6.5. Hodnoty Q3 pro proteiny z rodiny alpha/beta klesají
až do 42. mutačního kroku nejpozvolněji, je tedy zřejmé, že jejich sekundární struktura je
nejodolnější vůči náhodným aminokyselinovým mutacím.
Obrázek 6.5: Srovnání závislostí podobnosti sekundární struktury proteinů z různých rodin na počtu
mutačních kroků.
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6.5 Znázornění podoby sekundární struktury některých kon-
krétních proteinů
V posledním grafu na obrázku 6.6 je zobrazena sekundární struktura čtyř vybraných pro-
teinů a její změny v závislosti na proběhlé mutaci. Zelenou barvou jsou zvýrazněny α-helixy,
červenou β-sheety a náhodné smyčky jsou bílé. První řádek diagramu odpovídá původní
nemutovanému proteinu, každý další pak sekvenci po dalším mutačním kroku. Vzhledem
k předchozím experimentům je očekávaným výsledkem, že jednotlivé elementy sekundární
struktury budou do určitého kroku mutace podobné a v diagramech tedy budou tvořit
vertikální „pruhy”.
Obrázek 6.6: Podoba sekundární struktury konkrétních proteinů v závislosti na proběhlé mutaci. Protein
2ccya (rodina all alpha, a), protein 1azu (rodina all beta, b), protein 6cpa (rodina alpha/beta, c) a protein
1l58 (rodina alpha+beta, d).
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Kapitola 7
Závěr
Hlavním cílem této práce bylo potvrdit hypotézu, že sekundární struktura proteinů je do
jisté míry imunní vůči náhodným mutacím [30]. Za tímto účelem byla navržena a implemen-
tována aplikace, která prováděním sekvence mutačních kroků umožňuje simulovat evoluci
proteinových řetězců podle nastavitelných parametrů. Po každém mutačním kroku zároveň
zjišťuje aktuální sekundární strukturu mutované sekvence a počítá metriky pro určení míry
podobnosti její primární a sekundární struktury vůči původnímu „wild–type” proteinu. Za
pomoci tohoto programu byly provedeny experimenty, při nichž byly proteiny z datasetů
RS126 a CB513 vystaveny extrémní mutaci. Byla nashromážděna výstupní data, která
byla následně zpracována a analyzována. Jejich grafická reprezentace a slovní zhodnocení
je součástí šesté kapitoly této práce.
Výsledky experimentů provedených s datasety RS126 a CB513 potvrzují platnost hypo-
tézy, že sekundární struktura proteinu je poměrně imunní vůči aminokyselinovým mutacím.
Ze souhrnných výsledků je patrné, že po provedení mutací byla sekvenční identita mezi pů-
vodní a mutovanou sekvencí nízká, naproti tomu hodnoty Q3 a SOV určující podobnost
sekundárních struktur byly poměrně vysoké. Ukázalo se tedy, že sekundární struktura pro-
teinů je robustní ve smyslu odolnosti vůči náhodným mutacím. Porovnání výsledků pro bíl-
koviny z různých proteinových rodin ukázalo, že nejvyšší robustnost vykazovala sekundární
struktura proteinů z rodiny alpha/beta. Zároveň se prokázalo, že míra vlivu aminokyseli-
nových mutací na sekundární strukturu závisí také na tom, zda jde o mutace škodlivé nebo
neutrální. Při ignorování škodlivých mutací vykazovala sekundární struktura vyšší odolnost
vůči stejně masivní mutaci, než v případě aplikace všech mutací bez rozdílu škodlivosti. Toto
tvrzení je v souladu s Darwinovskou evoluční teorií.
Dalším možným postupem při experimentování by mohlo být použití jiné substituční
matice (např. BLOSUM [16]), případně datasetů s větším množstvím proteinů. Zároveň by
mohlo být přínosné rozdělit zkoumané proteiny podle dalších vlastností (nejen do protei-
nových rodin) a sledovat odolnost sekundární struktury jednotlivých skupin.
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Příloha A
Obsah CD
Přiložené CD má následující strukturu:
/doc/ programová dokumentace
/program/evol.py program pro simulaci evoluce proteinu
/program/matrix.pam soubor se subsituční maticí
/program/phd-snp2.0.6 složka, ve které aplikace očekává
nainstalovaný nástroj PhD-SNP (není součástí CD)
/program/psipred3.3 složka, ve které aplikace očekává
nainstalovaný nástroj psipred (není součástí CD)
/program/settings.conf konfigurační soubor obsahující nastavení
/scripts/src/ složka se skripty používanými pro sběr výsledných
dat z celého datasetu
/text/bp.pdf text bakalářské práce
/text/src/ složka se zdrojovými soubory textu bakalářské práce
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Příloha B
Návod k použití
B.1 Konfigurační soubor
Prostřednictvím konfiguračního souboru settings.conf je možné měnit nastavení, s nimiž
bude program spuštěn. Jde o následující volby (ve výčtu jsou uvedeny implicitní hodnoty,
které se použijí při neexistujícím záznamu v souboru):
mutationstrength=0.1 Udává sílu mutace provedené v každém kroku.
Desetinné číslo od 0 do 1 udává procentuálně, kolik
aminokyselin z celkového počtu v sekvenci je mutováno.
pampath = "matrix.pam" Udává cestu k souboru, v němž je uložena substituční
matice.
pamorder = 120 Vyjadřuje, na jaký řád je substituční matice upravena
stepcount = 58 Počet mutačních kroků, které se provedou při simulaci
evoluce. Tato volba nemá smysl při zjišťování počtu kroků.
precisionsnp = "-seq" Parametr dále předaný programu PhD-SNP, který
udává, s jakou přesností (a zároveň časovou náročností) se
predikce provede; možnosti jsou: -seq - rychlejší a
-seqb - přesnější.
diseasetreshold = 1 Hodnota prahu reliability indexu určující, které mutace
označené za škodlivé budou ignorovány. Je-li reliability
index vyšší než prahová hodnota, mutace je pokládána za
škodlivou a je ignorována.
B.2 spuštění programu
Program je možné spustit dvěma způsoby:
 za účelem zjištění počtu kroků pro daný dataset a nastavení
 jako simulaci evoluce proteinu
B.2.1 Zjištění počtu mutačních kroků
Program se za účelem zjišťování počtu kroků spouští s parametry:
evol.py --recount --direct sekvencey aminokyselin
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Parametr --recount označuje, že se přepočítává počet mutačních kroků a parametr
--direct udává, že se proteinový řetězec předává přímo třetím parametrem; výstupem
programu je v tomto módu soubor ve složce results/ obsahující počet provedených muta-
čních kroků při experimentu. na standardní výstup jsou vypisovány kontrolní výpisy, které
je možné použít k případnému ladění.
B.2.2 Mutační experimet
Spuštění samotné simulace evoluce se provádí příkazem:
evol.py --direct sekvence aminokyselin
Parametr --direct udává, že se proteinový řetězec předává přímo druhým parametrem.
Výstupem programu je komplexní výpis (složka results/logsoutputs) podoba sekundární
struktury (složka results/sekstroutputs) a metriky Q3 (složka results/q3outputs),
SOV (složka results/sovoutputs) a sekvenční identita (složka results/sioutputs). Hod-
noty Q3, SOV a sekvenční identity vypočtené po jednotlivých krocích jsou uvedeny na
jednom řádku oddělené tabulátory, aby bylo možné jednoduše sbírat data pro více pro-
teinů. Soubor se sekundární strukturou obsahuje na každém řádku sekundární strukturu
proteinového řetězce po jednom mutačním kroku.
B.3 Pomocné skripty
Pomocné skripty abs.py a norm.py byly používány pro sběr agregovaných dat po prove-
dení mutačního experimentu s celým datasetem. Pro použití je stačí nakopírovat do složky
results a spustit bez parametrů. Výstupem pak jsou soubory absQ3, absSOV a absSI obsa-
hující na jednotlivých řadcích výsledné hodnoty pro jednotlivé proteiny a normQ3 a normSOV
obsahující hodnoty Q3 a SOV vztažené k hodnotám sekvenční identity. Z těchto souborů
je možné data jednoduše importovat do tabulkového editoru a dále zpracovat.
42
